Virale und nichtvirale Gentherapieansätze zur Behandlung von Netzhauterkrankungen by Neidhardt, J et al.
Zurich Open Repository and
Archive
University of Zurich
Main Library
Strickhofstrasse 39
CH-8057 Zurich
www.zora.uzh.ch
Year: 2005
Virale und nichtvirale Gentherapieansätze zur Behandlung von
Netzhauterkrankungen
Neidhardt, J; Wycisk, K; Klöckener-Gruissem, B
Abstract: Für die Behandlung von Netzhauterkrankungen eröffnet der Einsatz der Gentherapie neue Per-
spektiven. Die Verwendung von verschiedenartigen Oligonukleotiden oder viralen Expressionsvektoren
erlaubt die Entwicklung von neuen Heilungsstrategien für Neovaskularisierungskrankheiten und retinale
Degeneration. Therapeutische Oligonukleotide (”Antisense”-Oligonukleotide, Aptamere und siRNA) kön-
nen den gezielten Abbau von Transkripten und damit die Konzentrationsabnahme eines an der Patho-
genese beteiligten Proteins induzieren. Dagegen wird mit viralen Vektoren (rAAV und Lentivirus) häufig
die Funktion eines defekten Gens durch die eines gesunden ersetzt und so die Ursache der Krankheit
bekämpft. Die an Tiermodellen erfolgreich angewandten Gentherapien führten bereits zur Entwicklung
von Medikamenten, und weitere werden zurzeit klinisch erprobt
DOI: https://doi.org/10.1007/s00347-005-1245-z
Posted at the Zurich Open Repository and Archive, University of Zurich
ZORA URL: https://doi.org/10.5167/uzh-155980
Journal Article
Published Version
Originally published at:
Neidhardt, J; Wycisk, K; Klöckener-Gruissem, B (2005). Virale und nichtvirale Gentherapieansätze zur
Behandlung von Netzhauterkrankungen. Der Ophthalmologe, 102(8):764-771.
DOI: https://doi.org/10.1007/s00347-005-1245-z
Leit the ma
J. Neid hardt · K. Wy cisk · B. Klö cke ner-Gruis sem
Ab tei lung für Me di zi ni sche Mo le ku lar ge ne tik und Gen di ag nos tik des In sti tuts 
für Me di zi ni sche Ge ne tik, Uni ver si tät Zü rich, Schwer zen bach, Schweiz
Vi ra le und nicht vi ra le 
Gen the ra pie an sät ze 
zur Be hand lung von 
Netz hau ter kran kun gen
Ophthalmologe  2005 · 102:764–771
DOI 10.1007/s00347-005-1245-z
On li ne pub li ziert: 13. Juli 2005
© Sprin ger Me di zin Ver lag 2005
Die Ent wick lung und Um set zung von 
Gen the ra pie stra te gi en zur Hei lung 
von Netz hau ter kran kun gen er for dert 
die In te gra ti on ei ner Viel zahl von Fak-
to ren. Al len Stra te gi en ge mein sam ist 
die Be ein flus sung des Krank heits ver-
laufs auf der Ebe ne der Gene oder ih-
rer Tran skrip te. Ei ni ge ver fol gen hier-
bei die ge ziel te Ma ni pu la ti on des de-
fek ten Gens, wäh rend an de re über 
se kun däre Ef fek to ren in die Me cha-
nis men der Pa tho ge ne se ein grei fen. 
Die Be hand lung do mi nan ter Gen de-
fek te er for dert meist die Ent fer nung 
des to xi schen Gen pro dukts, wo ge-
gen bei re zes siv ver erb ten Krank hei-
ten das de fek te Gen er setzt wird. In 
die sem Zu sam men hang er mög lich te 
erst die Iden ti fi zie rung von Mu ta tio-
nen in zahl rei chen Ge nen die Ent wick-
lung von gen the ra peu ti schen Stra te-
gi en zur Hei lung von Netz hau ter kran-
kun gen.
Im Fol gen den möch ten wir ei ni ge er-
folg rei che Stra te gi en zur Be hand lung 
von Neo vas ku la ri sie rungs de fek ten 
und Netz haut de ge ne ra tio nen dis ku-
tie ren.
Nicht vi ra le Gen the ra pie: 
The ra peu ti sche Oli go nu kleo ti de 
zur Be hand lung von 
Neo vas ku la ri sie rungs de fek ten
Die Neo vas ku la ri sie rung un ter liegt ei nem 
kom ple xen Pro zess, an dem eine Viel zahl 
von Ge nen be tei ligt ist. Zur Be hand lung 
hat sich der Ein satz von the ra peu ti schen 
Oli go nu kleo ti den (ON) als er folg reich er-
wie sen.
ON sind in der Re gel 15 bis 30 Nu kleo-
ti de lang und kön nen aus DNA oder RNA 
be ste hen. Die spe zi fi sche Se quenz des 
ON wird so ge wählt, dass es se lek tiv an 
die RNA des Ziel mo le küls bin det. Über 
ver schie de ne zel lu lä re Pro zes se kann die 
As so zia ti on von ON und RNA dazu füh-
ren, dass die Rei fung der Pre-mRNA ver-
hin dert wird, dass der mRNA-Ab bau in-
iti iert wird oder dass die Trans la ti on zum 
Pro te in aus bleibt.
Aus the ra peu ti scher Sicht sind ON in-
te res sant, da sie ge gen je des Gen ge ne riert 
wer den kön nen, von dem die Se quenz 
be kannt ist. Auf grund des de ge ne rier ten 
DNA-Ko des las sen sich so gar evo lu tio när 
stark kon ser vier te Ho mo lo ge un ter schei-
den.
Zu dem ist die Su che nach dem ge eig-
ne ten ON we ni ger auf wän dig als bei an de-
ren Me tho den zur Me di ka men ten ent wick-
lung. ON kön nen meist in ner halb von we-
ni gen Wo chen ent wor fen, syn the ti siert 
und in Zell kul tur auf ihre Wir kung ge tes-
tet wer den. Hier bei ist zu be den ken, dass 
die Su che nach dem rich ti gen ON meist 
em pi risch er folgt, da die Vor her sa ge der 
op ti ma len Bin dung stel le nur schwer mög-
lich ist. Neue re Stu di en zei gen, dass die 
Chan ce für einen er folg rei chen Ein satz 
der in vi tro ent wi ckel ten ON in ver schie-
den Tier mo del len und im Men schen hoch 
ist.
Die drei wich tigs ten the ra peu ti schen 
ON sind „An ti sen se“-ON, Apt ame re, und 
sog. „short in ter fe ring RNAs“ (siR NA).
„An ti sen se“-ON wer den zur zeit am 
häu figs ten ver wen det, da sie sehr spe zi-
fisch sein kön nen und ihr De sign ein-
fach ist. Der Me cha nis mus, der zum Ab-
bau der RNA führt, kann un ter schied lich 
sein (. Abb. 1). Die Bin dung an die Ziel-
RNA er folgt bei „An ti sen se“-ON mit tels 
Wat son-Crick-Hy bri di sie rung und As so-
zia ti on zu den kom ple men tä ren Nu kleo ti-
den der RNA. Die so ent stan de ne He te ro-
du plex ak ti viert die en do gen ex pri mier te 
Ri bo nu klea se H, wel che die RNA der He-
te ro du plex und so mit das Tran skript des 
Ziel gens zer stört. Wei ter hin kann die Bil-
dung des DNA/RNA-Hy brids auch dazu 
füh ren, dass wich ti ge Se quen zen zur Rei-
fung der mRNA blo ckiert wer den. Un rei-
fe mRNA wird in der Re gel schnell de gra-
diert. Ein an de rer Me cha nis mus der In hi-
bi ti on durch einen He te ro du plex wirkt 
über die ste ri sche Blo cka de der Bin dung 
von Pro te i nen an die RNA. Ri bo so men 
und Po ly me ra se kön nen durch den RNA/
DNA-Dup lex in ih rer Funk ti on be hin dert 
wer den.
Apt ame re stel len eine zwei te wich ti ge 
Klas se von the ra peu ti schen ON dar. Sie 
wur den ur sprüng lich aus ON-Bi blio the-
ken, be ste hend aus ran do mi sier ten Se-
quenz fol gen, ent wi ckelt (. Abb. 2). Die-
se wur den in vi tro auf ihre Wirk sam keit 
und spe zi fi sche Bin dung zu Pro te i nen ge-
tes tet und durch künst li che Evo lu ti on ver-
bes sert [30]. Se lek tiert wer den Apt ame re 
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(. Abb. 4b). Eine Ver bes se rung der Trans-
fek ti ons ra te kann auch durch Elek tro po ra-
ti on er zielt wer den (. Abb. 4c). Bei die ser 
wird durch ein elek tri sches Feld die Per-
mea bi li tät der Zell mem bran er höht und 
so die Auf nah me 100- bis 1000fach ge-
stei gert. Trotz viel ver spre chen der und er-
folg rei cher Re sul ta te in Tier mo del len, ist 
die Ap pli ka ti on der Elek tro po ra ti on für 
gen the ra peu ti sche Fra ge stel lun gen am 
Mensch noch nicht zu ge las sen [20].
Trotz vie ler Vor tei le der the ra peu ti-
schen ON ge gen über an de ren Me di ka-
nach Ein tritt in die Zel le zu ver hin dern 
[16]. Häu fig zei gen die se ver än der ten ON 
so gar eine ver bes ser te Phar ma ko ki ne tik 
und eine ge stei ger te Af fi ni tät zur RNA.
Die Wirk sam keit und Wirk dau er der 
Gen the ra peu ti ka kann eben falls durch li-
po so ma le Trans fek ti ons ve hi kel ge stei gert 
wer den. Li po so men kon den sie ren die ON 
durch de ren io ni sche In ter ak ti on so stark, 
dass die DNA gänz lich von ih nen um hüllt 
und so vor dem Ver dau durch Nu klea sen 
ab ge schirmt wird. Zu sätz lich er leich tern 
die Li po so men die Auf nah me in die Zel le 
mit be son ders hoch af fi nen Bin dun gen 
zu ge ge be nen Pro te i nen. Die As so zia ti on 
von ON und Pro te in führt über eine weit-
ge hen de Kon fi gu ra ti ons än de rung der Apt-
ame re zu ei ner sehr sta bi len Ver bin dung 
zwi schen den be tei lig ten Mo le kü len [12] 
und da mit zum Funk ti ons ver lust des Pro-
te ins. Da die Vor her sa ge der drei di men sio-
na len Struk tur der Apt ame re noch we nig 
er folg reich ist, wer den bis zu 1010 ver schie-
de ne ON pa ral lel nach ih rer Ei gen schaft 
als Li gand für Pro te i ne be ur teilt und die 
bes ten aus ge wählt.
siR NA ist die jüngs te und wahr schein-
lich viel ver spre chends te Form der the ra-
peu ti schen ON. Die se Me tho de ba siert 
auf ei nem na tür li chen Ab wehr me cha nis-
mus der Zel len ge gen Vi rus in fek tio nen 
oder Trans po so n ak ti vi tät [13]. Die Nu klea-
se Di cer und der Pro te in kom plex RISC 
(„RNA in du ced si len cing com plex“) spie-
len hier bei eine zent ra le Rol le (. Abb. 3). 
Von der Nu klea se Di cer wer den dop pel-
strän gi ge RNAs er kannt und ge spal ten. Da-
bei ent ste hen ver kürz te dop pel strän gi ge 
RNAs, de ren En den über zäh li ge Nu kleo-
ti de tra gen (siR NA). RISC ka ta ly siert die 
Er ken nung und den Ab bau der zur siR NA 
kom ple men tä ren mRNA, was zur Ab nah-
me der ent spre chen den Pro te in kon zen tra-
ti on führt [8]. Der ge sam te Pro zess wird 
auch als RNAi („RNA in ter fe rence“) be-
zeich net. Da me tho disch der Um gang mit 
län ge ren dop pel strän gi gen RNAs schwie-
rig ist, be dient man sich ei nes Tricks, um 
ein ge eig ne tes Tem pla te für Di cer zu er-
zeu gen. Es wer den Plas mi de her ge stellt, 
die kur ze kom ple men tä re DNAs ge folgt 
von 5-Thy mi din-Nu kleo ti den ent hal ten. 
Die RNA-Po ly me ra se III schreibt die se in 
RNAs um und spal tet sie auf grund des 5-
Thy mi din-Si gnals nach dem zwei ten Thy-
mi din. Das Er geb nis ist eine ein zel strän-
gi ge RNA, de ren kom ple men tä rer An teil 
Wat son-Crick-Bin dun gen ein geht. Die se 
kann eben falls als dop pel strän gi ge RNA 
von Di cer er kannt wer den und so mit als 
siR NA funk tio nie ren.
Ap pli ka tio nen
Zur Ver ab rei chung der ON sind ver schie-
de ne In jek ti ons me tho den (in tra vi tre al, 
sub re tinal (. Abb. 4a) und sys te misch) 
be schrie ben. Zu be ach ten ist, dass ON mo-
di fi ziert wer den soll ten, um ih ren Ab bau 
Abb. 1 8 a Wat son-Crick-Hy bri di sie rung von An ti sen se-ON (a’, b’, c‘) an funk tio nel le Se quen zen 
(a, b, c) der Ziel-RNA. b Wir kung der An ti sen se-ON auf die Ziel-RNA
Abb. 2 8 Se lek ti on ei nes pas sen den Apt amers zur Blo ckie rung der Funk ti on des Ziel pro te ins
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men ten exis tiert ein ent schei den der Nach-
teil: Zur zeit gibt es kei ne wirk sa me Me-
tho de, die ON oral zu ap pli zie ren. Hin-
zu kommt, dass ver schie de ne Zell ty pen 
die ON un ter schied lich ef fi zi ent auf neh-
men, was eine sys te mi sche Ap pli ka ti on er-
schwert. Je doch ist in ei ni gen Tier mo del-
len ge zeigt wor den, dass die sys te mi sche 
Gabe bei Netz hau ter kran kun gen er folg-
reich sein kann [17].
Die Wir kung von ON ist in der Re gel 
tran si ent und er for dert eine häu fi ge re Ap-
pli ka ti on. Die se er höht be son ders bei in tra-
vi trea ler In jek ti on die Wahr schein lich keit 
für Kom pli ka tio nen. An de rer seits ist bei 
der in tra vi trea len Ap pli ka ti on die di rek te 
Ab ga be des Me di ka ments an den Wir kort 
von Vor teil.
An wen dungs bei spie le 
der ON-The ra pie
Pro mi nen te An wen dungs bei spie le von 
ON mit kli ni scher Re le vanz kom men 
nicht nur aus den Ge bie ten der Krebs-, 
Herz-Kreis lauf-, und HIV-The ra pie, son-
dern auch aus dem Ge biet der Au gen heil-
kun de. Tat säch lich ist das ers te auf ON ba-
sie ren de Me di ka ment auf dem Ge biet der 
Oph thal mo lo gie zu ge las sen wor den. Es 
heißt For mi vir sen (Pro dukt na me: Vi tra ve-
ne™) und wird zur Be hand lung von Zy to-
me ga lie vi rus-Re ti ni tis ein ge setzt. Die An-
ti sen se-ON von For mi vir sen sind kom ple-
men tär zu ei ner Se quenz in der mRNA 
des Zy to me ga lie vi rus und un ter drücken 
so sei ne Re pli ka ti on. Das Me di ka ment ist 
gut ver träg lich und wird in tra vi tre al ap pli-
ziert. Un er wünsch te Ne ben wir kun gen ent-
ste hen meist nur aus der Art der Ap pli ka-
ti on.
Wei te re the ra peu ti sche An ti sen se-ON 
wur den ge zielt zur Be hand lung von Neo-
vas ku la ri sie rungs de fek ten im Auge ent wi-
ckelt und in ver schie de nen Tier mo del len 
ge tes tet. Die In hi bi ti on des Y2-Re zep tors 
für das Neu ro pep tid NPY führt durch ein 
An ti sen se-ON zu ver rin ger ter Neo vas ku-
la ri sie rung. Ge tes tet wur de die ses An ti sen-
se-ON in ei nem Rat ten mo dell für dia be ti-
sche Re ti no pa thie. Die ver mehr te Neo vas-
ku la ri sie rung konn te durch täg li che in tra-
pe ri to nea le Ap pli ka ti on des Oli go nu kleo-
tids re du ziert wer den [17]. Wei ter hin wur-
den in ei nem por ki nen Tier mo dell für re-
tina le Is chä mie Hin wei se ge sam melt, dass 
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Zu sam men fas sung
Für die Be hand lung von Netz hau ter kran-
kun gen er öff net der Ein satz der Gen the ra-
pie neue Per spek ti ven. Die Ver wen dung 
von ver schie den ar ti gen Oli go nu kleo ti den 
oder vi ra len Ex pres si ons vek to ren er laubt 
die Ent wick lung von neu en Hei lungs stra-
te gi en für Neo vas ku la ri sie rungs krank hei-
ten und re tina le De ge ne ra ti on. The ra peu-
ti sche Oli go nu kleo ti de („An ti sen se“-Oli go-
nu kleo ti de, Apt ame re und siR NA) kön nen 
den ge ziel ten Ab bau von Tran skrip ten und 
da mit die Kon zen tra ti ons ab nah me ei nes 
an der Pa tho ge ne se be tei lig ten Pro te ins in-
du zie ren. Da ge gen wird mit vi ra len Vek to-
ren (rAAV und Len ti vi rus) häu fig die Funk-
ti on ei nes de fek ten Gens durch die ei nes 
ge sun den er setzt und so die Ur sa che der 
Krank heit be kämpft. Die an Tier mo del len 
er folg reich an ge wand ten Gen the ra pi en 
führ ten be reits zur Ent wick lung von Me di-
ka men ten, und wei te re wer den zur zeit kli-
nisch er probt.
Schlüs sel wör ter
Gen the ra pie · Oli go nu kleo tid · 
Vi ra le Vek to ren · Neo vas ku la ri sie rung · 
Netz haut de ge ne ra ti on
Ab stract
The de vel op ment of gene ther a peu tic ap-
proach es of fers new per spec tives for the 
treat ment of ret i nal dis eases. The use of 
both, non vi ral meth ods em ploy ing oli go-
nu cle o tides as well as vi ral ex pres sion vec-
tors pro vide the pos si bil i ty to treat neo-
vas cu lar iza tion de fects and ret i nal de gen-
er a tion, re spec tive ly. The mech a nism by 
which the ther a peu tic oli go nu cle o tides (an-
ti sense oli go nu cle o tides, ap tamers and siR-
NA) work is based on deg ra da tion of spe-
cif ic tran scripts. Con se quent ly, a re duc tion 
of the cor re spond ing pro tein, which is in-
volved in the par tic u lar patho gen e sis, fol-
lows. In con trast, vi ral vec tor trans duc tion 
can sub sti tute the dis ease-as so ci at ed gene 
with an in tact copy. So far, an i mal mod els 
have suc cess ful ly con tribut ed to the de vel-
op ment of gene ther a peu tic med i ca tion 
and fur ther treat ments are at the re cruit-
ing phase of clin i cal tri als.
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die In hi bi ti on der Raf-1-Kina se durch in-
tra vi trea le In jek ti on ei nes „An ti sen se“-
ON die Neo vas ku la ri sie rung ver rin gern 
kann [9].
Die Mehr zahl der Stu di en be schäf tigt 
sich je doch mit der In hi bi ti on von VEGF 
(„Vas cu lar Endo the li al Grow th Fac tor“) 
zur The ra pie von Neo vas ku la ri sie run gen 
im Auge und der Re ti na. VEGF kann mit 
al len Klas sen der the ra peu ti schen ON in 
vi tro und in vivo stark in hi biert wer den. 
So wur de z. B. ein „An ti sen se“-ON er folg-
reich zur Ver rin ge rung der Iris neo vas ku la-
ri sie rung in Af fen ver wen det. Zu sätz lich 
konn te hier ge zeigt wer den, dass sich das 
ON nach in tra vi trea ler In jek ti on auch in 
den meis ten re tina len Zel len an rei chert 
[6] und so auch zur Be hand lung der Neo-
vas ku la ri sie rung der Re ti na ein ge setzt wer-
den könn te. In an de ren Tier mo del len, z. B. 
der la ser in du zier ten re tina len Neo vas ku la-
ri sie rung in Rat ten, wur de eine re du zier-
te Ge fäß neu bil dung über meh re re Wo-
chen durch in tra vi trea le Ap pli ka ti on ei-
nes VEGF-spe zi fi schen „An ti sen se“-ON 
er reicht [10].
Auf dem Ge biet der the ra peu ti schen 
Apt ame re konn te in den USA be reits ein 
Me di ka ment zur Be hand lung von cho ro i-
da ler Neo vas ku la ri sie rung zu ge las sen wer-
den. Pe gap ta nib (Ma cu gen®) bin det an 
VEGF und wird bei al ters ab hän gi ger Ma-
ku la de ge ne ra ti on ein ge setzt. In der drit-
ten kli ni schen Er pro bungs pha se wur den 
1186 Pa ti en ten mit 3 ver schie de nen Do-
sen und durch schnitt lich 8,5 In jek tio nen 
im Ab stand von 6 Wo chen be han delt [11]. 
Es ge hör ten etwa ein Vier tel der Pa ti en ten 
zur Kon troll po pu la ti on. Schon nach der 
ers ten In jek ti on des Apt amers wur de eine 
po si ti ve Wir kung fest ge stellt, die sich bis 
zur 54. Wo che nach Be ginn der Be hand-
lung noch ver stärk te. Un ge ach tet jeg li cher 
Sub grup pen der al ters ab hän gi gen Ma ku la-
de ge ne ra ti on sta bi li siert Pe gap ta nib den 
Krank heits ver lauf, ver rin gert das Ri si ko 
der Er blin dung und führt bei ei nem klei-
nen Pro zent satz der Pa ti en ten zu ei ner Ver-
bes se rung der Symp to matik. In die ser ver-
hält nis mä ßig kur z en Stu die wa ren un er-
wünsch te Ne ben wir kun gen vor nehm lich 
mit der in tra vi trea len In jek ti on as so zi iert.
Ob gleich sich die In hi bi ti on von VEGF 
zur Be hand lung von Neo vas ku la ri sie rung 
im Auge als er folg reich her aus ge stellt hat, 
li mi tiert die Kom ple xi tät des Neo vas ku la-
ri sie rungs pro zes ses den Er folg der VEGF-
ba sier ten The ra pie. Ähn lich wie VEGF be-
ein flus sen zu sätz li che Fak to ren, wie z. B. 
An gio poie tin-2, die Ge fäß neu bil dung. In 
Abb. 3 7 Prin zip der Wir kung von siR NA. 
Dop pel strän gi ge RNA wird von der Nu klea se 
Di cer zu siR NA pro zes siert. Die se ver mit telt 
über die Bin dung von RISC den Ab bau der 
Ziel-RNA
Abb. 4 8 Ap pli ka ti ons me tho den und un ter stüt zen de Maß nah men. a Sche ma ti sche 
Dar stel lung sub re tina ler und in tra vi trea ler Ap pli ka tio nen am Auge. b Stei ge rung der 
Wirk sam keit und Wirk dau er der Gen the ra peu ti ka durch li po so ma le Trans fek ti ons ve hi kel. 
c Ver bes se rung der Trans fek ti ons ra te durch Elek tro po ra ti on 
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Ta bel le 1
Ef fek te der Ver ab rei chungs or te auf die Ef fi zi enz der Trans duk ti on 
[2,5,19,21,23,29]
Sub re tina le In jek ti on In tra vi trea le In jek ti on
Ade no vi rus (AV)
•  Ef fi zi enz und 
Zell s pe zi fi tät
•  Dau er der Trans gen ex-
pres si on
Vor ran gig in RPE-Zel len, aber 
auch PR-Zel len, ge le gent lich Mül-
ler-Zel len
1–3 Mo na te, mit ver rin gern der 
In ten si tät der Ef fek te
Vor ran gig Mül ler-Zel len, aber 
auch Kor neaendo thel, Iris pig-
men te pi thel und Zel len des 
tra be ku la ren Netz wer kes
48 h bis 2 Wo chen
Ade no as so zi ier ter Vi rus (rAAV) Se ro typ 2
•  Ef fi zi enz und 
Zell s pe zi fi tät
•  Dau er der 
Trans gen ex pres si on
PR-Zel len, RPE-Zel len
Kür ze re La tenz zeit: 1–3 Wo chen, 
län ge re Dau er: bis zu ei nem Jahr
Gang li en zel len
Kei ne trans du zier ten Zel len
HIV-1-Len ti vi rus
•  Ef fi zi enz und 
Zell s pe zi fi tät
•  Dau er der 
Trans gen ex pres si on
PR-, RPE- und Gang li en zel len, 
50–80%
Bis 6 Mo na te
Vor ran gig Gang li en zel len, 
aber auch RPE-Zel len
Min des tens 3 Wo chen
Fe li nes Len ti vi rus
•  Ef fi zi enz und 
Zell s pe zi fi tät
•  Dau er der 
Trans gen ex pres si on
PR-Zel len, Mül ler-Zel len
1,75 Mo na te
Ge rin ge Ef fi zi enz
Bo vi nes Len ti vi rus
•  Ef fi zi enz und 
Zell s pe zi fi tät
•  Dau er der 
Trans gen ex pres si on
RPE-Zel len
5 Mo na te
Ge rin ge Ef fi zi enz
Si mi an Len ti vi rus
•  Ef fi zi enz und 
Zell s pe zi fi tät
•  Dau er der 
Trans gen ex pres si on
RPE-Zel len
3 Mo na te
Ge rin ge Ef fi zi enz
On ko vi rus (MLV)
•  Ef fi zi enz und 
Zell s pe zi fi tät
•  Dau er der 
Trans gen ex pres si on
Ge rin ge Ef fi zi enz, aus schließ lich 
mit o ti sche Zel len
Ge rin ge Ef fi zi enz
Ge rin ge Ef fi zi enz, aus schließ-
lich mit o ti sche Zel len
Ge rin ge Ef fi zi enz
ei nem Rat ten mo dell konn te die Neo vas-
ku la ri sie rung in der Kor nea durch ein 
an gio poie tin-2-spe zi fi sches Apt amer ver-
rin gert wer den [32]. Ob eine Kom bi na ti-
on von Apt ame ren ge gen An gio poie tin-2 
und VEGF zu ei ner Ver bes se rung der The-
ra pie führt, ist noch nicht un ter sucht. Da-
ge gen wur de be reits ge zeigt, dass die Kom-
bi na ti on von ver schie de nen siR NAs ge gen 
VEGF und zwei sei ner Re zep to ren (VEGF-
Re zep tor 1 und 2) in Mäu sen zu ei ner ver-
bes ser ten The ra pie der Neo vas ku la ri sie-
rung im Auge bei trägt [15].
Un er wünsch te Ne ben wir kun gen
ON sind nicht frei von Ne ben wir kun gen. 
Ihre stark ne ga tiv ge la de ne Ober flä che 
kann zu Im mu n ant wor ten, Throm bo zy to-
pe nie oder Blut plätt che n ag gre ga ti on füh-
ren [14]. In der kli ni schen Er pro bungs pha-
se II zu Pe gap ta nib wur den 24 h nach in-
tra vi trea ler In jek ti on er höh te Kon zen tra-
tio nen der Apt ame re im Blut ge mes sen. 
Tat säch lich er eig ne ten sich zwei Fäl le von 
schwe ren Herz-Kreis lauf-Kom pli ka tio nen 
un ter den Test per so nen, wo bei aber kei ne 
di rek te Kor re la ti on zwi schen den zir ku lie-
ren den Men gen an Pe gap ta nib und den 
Vor fäl len nach weis bar war. Auch in der 
kli ni schen Er pro bungs pha se III des Me di-
ka ments fan den sich kei ne schwe ren Ne-
ben wir kun gen, die auf den Wirk stoff zu-
rück ge führt wer den konn ten. Auf grund 
der bis her kur z en Dau er der Stu di en kann 
je doch nicht aus ge schlos sen wer den, dass 
prä dis po nier te Per so nen bei lang fris ti ger 
An wen dung mit schwe ren Ne ben wir kun-
gen zu rech nen ha ben. Die we sent lichs-
ten, kor re li er ba ren Ne ben wir kun gen wa-
ren da ge gen mit der in tra vi trea len Ap pli-
ka ti on ver bun den. En do ph thal mi tis, Lin-
sen trau ma ta und re tina le Ab lö sun gen tra-
ten bei 0,6 bis 1,3 der Pa ti en ten nach 8–
9 Be hand lun gen auf und sind da mit nicht 
hö her als bei an de ren in tra vi trea len In jek-
tio nen. Wün schens wert wäre eine Ap pli ka-
ti ons me tho de mit ge rin ge rem Ri si ko für 
Kom pli ka tio nen, be son ders bei lang fris ti-
ger Be hand lung.
Vi ra le Gen the ra pie: Ade no vi rus, 
ade no as so zi ier te Vi ren und 
Re tro vi ren in der Gen the ra pie
Al ter na tiv zu den nicht vi ra len The ra pie-
an sät zen wird auch in ten siv an der Mög-
lich keit ge forscht, de ge ne ra ti ve Netz hau-
ter kran kun gen durch vi ral ein ge schleus te 
Gene zu be han deln. Prin zi pi ell wird das Vi-
rus als Ve hi kel zur Trans duk ti on der Netz-
haut zel len be nutzt, wo bei die pa tho ge nen 
Vi ren ab schnit te durch die „Be hand lungs-
se quenz“ er setzt wer den. Ge tes tet wur den 
die re kom bi nan ten Kon struk te in Tier mo-
del len ver schie de ner Spe zi es wie Maus, 
Rat te, Hund und Affe. Re tina les Ge we be 
wur de be reits 1997 er folg reich mit HIV-1-
ba sie ren dem Len ti vi rus (Re tro vi rus) trans-
fi ziert [21]. In par al le len An sät zen forsch-
ten an de re Grup pen an re kom bi nan ten 
Ade no vi ren zur Trans duk ti on, doch schon 
bald zeig te sich, dass die ser Vi rus pro ble-
ma ti sche Ne ben wir kun gen zeig te und so-
mit für gen the ra peu ti sche Fra gen un ge eig-
net ist. Dies konn te mit der Ent wick lung 
des re kom bi nan ten ade no as so zi ier ten Vi-
rus (rAAV), ei nem nicht pa tho ge ner Par-
vo vi rus, zum größ ten Teil um gan gen wer-
den [2, 4]. Ob wohl auch rAAV star ke An ti-
kör per pro duk tio nen im Kör per aus lö sen, 
sind die se im mu no lo gisch harm los. Eine 
Viel zahl von Ver su chen zeig te, dass der 
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Ta bel le 2
Ef fek te der rAAV-Se ro ty pen-Trans duk ti on nach sub re tina ler In jek ti on
Spe zi es- und Zell s pe zi fi tät rAAV-2/1 rAAV-2/2 rAAV-2/3 rAAV-2/4 rAAV-2/5 rAAV-5/5
Maus le ber und -mus kel +++++ ++ +++ + ++++
Rat ten re ti na +++ RPE (+), PR (+) (+) RPE ++++ RPE +++++, PR +++++ −
Maus re ti na RPE (kur ze LZ) RPE, PR kA − RPE, PR RPE, PR
Hun de re ti na − RPE, PR kA RPE, PR RPE −
Af fen re ti na − RPE, PR kA RPE − RPE, PR
Se ro ty pen rAAV2/x-Chi mä re ent hal ten rAAV2-cha rak te ris ti sche „In ver ted Ter mi nal Re peats“ (ITR) kom bi niert mit rAAV-2- bis 5-cha rak te ris ti schen Vi ren hül len; 
rAAV5/5 ent hält bei de Ei gen schaf ten vom Typ 5. RPE re tina les Pig men te pi the li um; PR Pho to re zep tor; LZ La tenz zeit; kA kei ne An ga ben; + und − sym bo li sie ren 
die Stär ke der Trans gen ex pres si on; (+) sehr schwa che Ex pres si on [24, 25].
Ort der Ap pli ka ti on (. Abb. 4a) von ent-
schei den der Be deu tung für die er folg rei-
che Trans duk ti on der Ziel zel len ist (. Ta-
bel le 1).
Es exis tiert eine Fül le von For schungs-
ar bei ten, die sich mit der Op ti mie rung der 
vi ra len Trans duk ti on be schäf ti gen. Wich-
ti ge Vor tei le brach te die Ent wick lung ver-
schie de ner Se ro ty pen des rAAV (. Ta-
bel le 2). Die se sind durch die Kom bi na-
ti on von rAAV-spe zi fi schen En den (z. B. 
rAAV2) mit den Vi rus hül len an de rer Sub-
ty pen (z. B. rAAV1,3,4, oder 5) ge ne riert 
wor den [25]. Ihr Ein satz kann, ab hän gig 
von der Spe zi es, die Zell s pe zi fi tät er hö hen 
und die La tenz zeit merk lich ver kür zen.
Das le ta le Po ten zi al der HIV-1-ba sier ten 
Vek to ren kann trotz ge ne ti scher Ma ni pu la-
ti on des na ti ven Vi rus nicht voll stän dig aus-
ge schlos sen wer den. Da her wird al ter na tiv 
auch das HIV-2, das einen mil de ren Phä no-
typ der AIDS-Er kran kung ver ur sacht, ein-
ge setzt [7]. Es exis tiert mitt ler wei le eine 
Viel falt von nicht pa tho ge nen Len ti vi ren 
(„Fe li ne Im mu no de fi cien cy Vi rus“ (FIV), 
„Si mi an Im mu no de fi cien cy Vi rus“, „Equi ne 
In fec tious An e mia Vi rus“ oder „Bo vi ne Im-
mu no de fi cien cy Vi rus“), die zur Ent wick-
lung wei te rer Trans fer ve hi kel die nen.
So wohl sys te mi sche Ef fek te als auch 
die bio lo gi sche Si cher heit der Vi rus an-
wen dung müs sen be dacht wer den. So wur-
den z. B. DNA-Se quen zen vom Se ro typ 
rAAV2/2 18 Mo na te nach Trans duk ti on 
der Ziel or ga ne (Mus kel und Lun ge) im ge-
sam ten Kör per nach ge wie sen. Im Ge gen-
satz dazu ist vi ra le Vek tor-DNA, die ins 
Auge inji ziert wur de, nur kur ze Zeit nach 
der In jek ti on in we ni gen Blut zel len ge fun-
den wor den [25].
Wäh rend eine vor über ge hen de Im mun-
re ak ti on bei aku ten Er kran kun gen to le-
riert wer den kann, er for dert die vi ra le Be-
hand lung chro ni scher Au gen er kran kun-
gen die Ver wen dung nich tim mu no ge ner 
Vek to ren. Von Vor teil ist, dass das Auge ei-
nen Im mun son der sta tus hat [28]. Ob wohl 
ge gen den vi ra len Vek tor ge rich te te An ti-
kör per in in trao ku lä rer Flüs sig keit und 
im Se rum nach ge wie sen wer den konn ten, 
gab es kei nen Hin weis ei ner zell ver mit tel-
ten Im mun re ak ti on im Auge oder an de-
ren Kör per tei len.
An wen dungs bei spie le
Im Fol gen den möch ten wir an Bei spie len 
er folg rei cher Gen the ra pi en in ver schie de-
nen Tier mo del len einen Ein blick in zu-
künf ti ge Gen the ra pi en von Netz hau ter-
kran kun gen im Men schen ge ben.
Ge naus tausch von RPE65
Im Men schen wer den Mu ta tio nen im 
RPE65-Gen au to so mal-re zes siv ver erbt und 
füh ren zu Le ber’scher kon ge ni ta ler Amau-
ro se (LCA). Das Gen ko diert für ein mem-
bra nas so zi ier tes, evo lu tio när stark kon ser-
vier tes Pro te in, wel ches fast aus schließ lich 
in den Zel len des re tina len Pig men te pi the-
li ums (RPE) ex pri miert wird. Fehlt das Pro-
te in, ak ku mu liert All-trans-re ti ny lesther, 
die Funk ti on der Pho to re zep tor zel len ist 
ge stört und Fettein schlüs se la gern sich im 
RPE ab. Die Fol ge ist eine Schä di gung der 
Re ti na. Auch bei Hun den führt ein de fek-
tes RPE65-Gen zu LCA-ähn li chen Symp to-
men. In die sem Tier mo dell wur de erst mals 
ge zeigt, dass eine vi rus ba sier te Gen the ra pie 
die Seh fä hig keit in gro ßen Säu ge tie ren po si-
tiv be ein flusst. In zwei un ab hän gi gen Stu di-
en wur de das rAAV-Sys tem er folg reich an-
ge wandt [1, 22]. In bei den Stu di en konn te 
auf grund von er höh ten b-Wel len-Am pli tu-
den im ERG über ein stim mend ge zeigt wer-
den, dass eine funk tio nel le Ver bes se rung 
er zielt wur de. Die se Aus sa ge wur de mit Pa-
pil lo me trie mes sun gen und Ver hal tens tests 
der be han del ten Hun de 4 Mo na te nach 
sub re tina ler In jek ti on un ter stützt. Fettein-
schlüs se in trans du zier ten RPE-Zel len wa-
ren nicht mehr nach weis bar [22]. Die er folg-
reich the ra pier ten Hun de zei gen noch heu-
te, 4 Jah re nach Be ginn der The ra pie, das 
ver bes ser te Seh ver mö gen. Sys te mi sche Ne-
ben wir kun gen wur den nicht ge fun den, je-
doch ent wi ckel te sich in der Mehr zahl 
(75) der be han del ten Au gen kurz nach 
der In jek ti on eine Uvei tis. Die se konn te 
nach an ti in flam ma to ri scher Be hand lung in 
90 der Fäl le ge heilt wer den. Als Ur sa che 
der Uveits wird eine im mun patho lo gi sche 
Re ak ti on auf das RPE65-Pro te in dis ku tiert.
RPE65-Knock out-Mäu se die nen eben-
falls als LCA-Tier mo dell und wur den er-
folg reich mit ei nem RPE65-rAAV-Vek tor 
be han delt [18]. Über den Zeit raum von 
18 Mo na ten nach sub re tina ler In jek ti on 
nahm die an fäng lich hohe In ten si tät der 
Ex pres si on al ler dings ab. Die ver rin ger te 
An zahl der Fettein schlüs se in RPE-Zel len 
und die er höh te An zahl von op sin po si ti-
ven Zap fen konn te bis zum Ende der Un-
ter su chungs pha se nach ge wie sen wer den. 
Dies be traf je doch nur sol che Zel len, die 
in der Nähe der In jek ti ons stel le la gen. Letz-
te rer Be fund un ter streicht die Not wen dig-
keit, so wohl die Ef fi zi enz der Vek tor ver ab-
rei chung als auch die Ex pres si on des Trans-
gens in vivo zu er hö hen. Über ra schen-
der wei se konn te trotz ver bes ser ter ERG-
Funk ti on und ho her Trans gen ex pres si on 
der pro gres si ve Ver lust der Pho to re zep tor-
zel len nicht auf ge hal ten wer den. Ähn li che 
Be ob ach tun gen wur den auch in an de ren 
Maus mo del len ge macht (sie he un ten).
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Ge naus tausch von MertK
MertK ko diert eine nicht au gen spe zi fi-
sche Ty ro sin kina se, die eine Rol le bei 
der Pha go zy to se der Au ßen seg men te der 
Pho to re zep tor zel len spielt. Der Stamm 
der „Roy al Col le ge of Sur ge ons“- (RCS-
)Rat ten trägt eine ho mo zy go te De le ti on 
im MertK-Gen, die über einen RPE-zell-
s pe zi fi schen De fekt zum apopto ti schen 
Zell tod der Pho to re zep tor zel len führt. 
Die Un fä hig keit der de fek ten RPE-Zel-
len, die Pho to re zep tor zell frag men te zu 
pha go zy tie ren, führt zur An häu fung von 
Zell müll und stoppt den Si gnal fluss. Ei-
ne in tak te Ko pie des Rat ten-MertK-Gens 
wur de in ei nem ade no vi rus ba sier ten Vek-
tor sub re tinal in jun ge RCS-Rat ten au gen 
inji ziert [31]. 30 Tage spä ter konn te eine 
deut li che funk tio nel le und struk tu rel le 
Ver bes se rung der Zel len be ob ach tet wer-
den, die al ler dings nur von kur z er Dau er 
war. Die Trans duk ti on mit an de ren rAAV-
Se ro ty pen er ziel te eine län ge re Wir kung 
[27]. Zu sätz lich wur de deut lich, dass die 
Pro moter wahl einen ent schei den den Ein-
fluss auf die zell s pe zi fi sche Ex pres si on 
des trans du zier ten Gens hat.
Ge naus tausch von Prph2
Prph2 ko diert ein pho to re zep tor spe zi fi-
sches Mem bran gly ko pro te in, Pe ri phe rin2, 
wel ches eine Struk tur kom po nen te der Au-
ßen seg men te der Pho to re zep to ren ist. Mu-
ta tio nen in die sem Gen füh ren zu ver schie-
de nen Netz haut dystro phien. Die rds- („re-
tinal de ge ne ra ti on slow“-)Maus trägt eine 
ho mo zy go te Mu ta ti on im Prph2-Gen, was 
früh in der Ent wick lung (P16) zum Ver lust 
der Au ßen seg men te der Pho to re zep to ren 
und ei nem völ li gen Funk ti ons ver lust führt. 
Die se Mäu se gel ten als Mo dell zur Er for-
schung von Re ti ni tis pig men to sa. Da bei 
wur den 10 Tage alte ho mo zy go te Mu tan ten 
mit ei nem rAAV-Vek tor trans du ziert, der 
die in tak te Ko pie des Prph2-Gens un ter der 
Kon trol le des Rho dop sin-Pro mo ters trägt 
[3]. Bis zu 10 Wo chen nach In jek ti on zeig-
ten alle Tie re die Bil dung von Au ßen seg-
men ten der Pho to re zep to ren, die so wohl 
Pe ri phe rin als auch Rho dop sin auf wie sen. 
Im ERG war eine ver bes ser te b-Wel len-Am-
pli tu de mess bar. Es wur den kei ne Ent zün-
dun gen ge fun den, aber die Trans duk ti ons-
ra te war, ähn lich wie in al len oben be schrie-
be nen Ex pe ri men ten, mit 30 nicht merk-
lich ver bes sert [26]. An zahl und Qua li tät 
der Au ßen seg men te hing we sent lich vom 
Al ter der Tie re zum Zeit punkt der In jek ti-
on ab. Die ser Be fund muss bei er folg rei cher 
An wen dung hu ma ner Gen the ra pie be rück-
sich tigt wer den.
Wie schon bei den RPE65-Mäu sen be-
ob ach tet, wird auch in trans du zier ten rds-
Mäu sen der Ver lust von Pho to re zep tor-
zel len, trotz struk tu rel ler und funk tio nel-
ler Ver bes se rung, nicht ver hin dert. Un ter-
su chun gen er ga ben, dass Über ex pres si on 
von Pe ri phe rin2 selbst in nor ma len Mäu-
sen einen apopto ti schen Ef fekt auf Pho-
to re zep tor zel len aus üben kann. Die se Be-
fun de ver deut li chen die Not wen dig keit, 
zu nächst die Me cha nis men der Gen re gu-
la ti on zu ver ste hen, um sie ent spre chend 
ma ni pu lie ren zu kön nen. Die An wen dung 
von pho to re zep tor spe zi fi schen, in du zier-
ba ren Pro mo tern könn te hier von großer 
Be deu tung sein.
Aus blick
Der im men se Fort schritt im Be reich der 
Gen the ra pie von Netz hau ter kran kun gen 
ist of fen sicht lich. Eine häu fi ge Vo raus set-
zung für die An wen dung der Stra te gi en 
am Pa ti en ten ist die Kennt nis der krank-
heits aus lö sen den Mu ta ti on und des Ver er-
bungs mo dus. Die ses kann nur durch ef fi zi-
en te Ver fah ren zur An a ly se des Pa ti en ten-
ge no typs er reicht wer den.
Für vi ra le The ra pi en soll te die Re gu la ti-
on der Ex pres si on des be trof fe nen Gens be-
kannt sein, denn so wohl Vek tor sys tem und 
Pro mo ter als auch Ort, Zeit und Me tho de 
der Ap pli ka ti on be ein flus sen den Er folg 
der Gen the ra pie. Die Er ken nung und Be sei-
ti gung even tu el ler Ne ben wir kun gen ist es-
sen zi ell. Grund sätz lich ist das Ver ständ nis 
der kom ple xen bio lo gi schen Wirk wei se der 
be trof fe nen Gene ent schei dend.
Auf dem Ge biet der nicht vi ra len Gen-
the ra pie konn ten be reits mit zwei zu ge las-
se nen Me di ka men ten (For mi vir sen (Vi tra-
ve ne™) und Pe gap ta nib (Ma cu gen®)) ers-
te Er fol ge ver bucht wer den. Die An wen-
dung vi ra ler Gen the ra pie soll erst mals 
im Herbst 2005 mit der kli ni schen Er pro-
bungs pha se I be gin nen, um ein de fek tes 
RPE65-Gen in LCA-Pa ti en ten mit ei nem 
in tak ten zu er set zen. Der neues te Stand kli-
ni scher An wen dungs stu di en im hu ma nen 
Be reich kann un ter fol gen den In ter netsei-
ten nach ge le sen wer den:
F http://cli ni cal tri als.gov/ct/gui
F http://www.or phan.net, und 
F http://www.fight blind ness.org
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